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PROCEDS OH SYNTHBSE IT 'DBS hllCLKIQUES SUE SUPPORT 

sou.de ex compose im hotammekt comme support 

SOXJDE DANS HIDIT FROCBDt: 

La presume invention eoncerne un precede synthase decides 
nucldques sur support solide. la presenie invention concerns egaiemem 
support solids utile, notammem en biotechnologie et panieddrement 
dans le procede de symhese ddcldes nudeiques selon idiventiom 

5 La presents invention eoncerne odd un precede de preparation 

cluclit support solide. 

La synth- - ' e d'aexdes nudeiques sur support solide est 
partkalieremero utilises dans les syntheses antomatisees 
ddiigonucleotides d'ADN ou AKH. 

1Q Dans la presents demande, on emend par *addes nnddqued des 

acides desoxyribonucleiques ou des acides ribonudeiques, ou, plus 
generalemenl, des polynucleotides ou oligonucleotides ou les bases, liens 
phosphates mter-nucleotldiques, ou encore les cycles rl bases de* bases, 
peuvent etre modifies chimiqneraent de facon con one. 11 pent s'&gfr 

IS notammem d 'oligonucleotides d'anomeries a on ft, d'oligonucleottdes de 
Bet intern id ' . t ! d ! n >U >\ > » n »r oate 

ou encore d'oligothionudeotides. 

La premiere etape d'un procede de synthase d 'acides nucleuses, 
sur support solide, consists a attacher !e premier nucleoside de la 

M sequence desiree sur un support solide, constkue tradkionneliement des 
hilles de verre a porosite eontrolee (CFG) ou, plus generaleraem, d'un 
polymers mineral ou organique fonadrmalise. 

Les techniques acmellemeat mises en oeuvre impliquem 
i utilisation de huit reactifs different? comme supports solldes, consmues 

25 par an polymde mineral oa organique fonetlonnalise, lie a an nucleoside 
A, T, C, G, ou U, selon que la sequence a preparer comports comme premier 
deoxyribo- ou rjbo nucleotide A, I, C, G, ou U< Les coustructears 
foarnissent d'ailteurs des reacteurs ou 1'on de cos nucleosides a ete 
prealablement attache au support. Selon que la sequence commence par A, 

30 f. C t G, ou i\ on cholsit done le reacteur approprieo I'dongation de ce 
premier nucleoside se fait ensaite dans d sons 3' ••> 5\ ou d-->3\ grice a de* 
reactifs de coupiage. Id cycle de syn these, destd-dire le coupiage entre 
deux nucleotides, comports au mods tro;s etapes : (1) deproteciion oe d 
fonction OH en d ou 3' d'un premier nucleotide, en particulier 

35 deirhylation, (2) activation or. ddue foncuon Oil 3 ou 3' de ce premier 
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nucleotide et condensation aveo 1 'extremity 3' ou $' respectiveatent d'un 
dcuxieme nucleotide, et enfin {3} oxydation du groups phosphite du lien 
intereucleotidique obtenu en phosphate, 

la syntMse de ^oligonucleotide se Ml de preference &m$ le sens 
5 3 '«>$'«. Dans ce cas, le materiel de depart est on nucleoside protege en 5 'OB. 
et attache au sapp rt pa xtremUe 3* du cyck des xyrtbose on ribose. 
Les nucleotides qui sont n.keneuremeet aioutes sont sous forme d'un 
derive protege en 5' et dam Lhydroxyle ers 3 f possede on groupement 
phosphite ou phosphate suhstitue. 

10 Seion le type de substitution sur le phosphate, on distingue 

differentes methodes ; la methode des phosphora.cn kikes, deente 
notammsnt dans El 61746 er US o .ra; uk hui i'une des 

methodes de choix, car die permet d'atteisdre des rendements de couplage 
eieves (superieurs k 98%). L'hydroxyie 8R 3> possede done un groupement 

IS phosphoramidite (voir figure i). Outre Importance de ces groupements 
pour hi solubilite des nucleosides dans !e solvaat orgasique, le 
groupement phosphoramidite rend i'atome de phosphors plus susceptible 
a Fattaque par une function hydroxy le pnmaire, comma ceiui en 5 ! des 
nucleosides ou chaises en croks&nee detrityieCels, La foaction hydroxyie 

20 m 5' deprotegee devsent sufflsammem aucleophile pour reagir avec le 
groupement phosphoramidke du dewdeme nucleotide. 

Les syntheses d'AXXN et d'ABN en phase solide presentent de grandes 
homologies, Les monomeres et les supports sont different* mais 
ri.nstnsmentado.rs et les reactifs sons identlqtteSi 

25 Les oligonucleotides olstenus m fin de cycles de synthese doivem 

etre detaches du support et les functions protec trices doivent etre 
ehnainees, Le ciivage du support, la deprotection des bases et Lehmination 
du groupement lie au phosphore sont effectues sirm kant * ent dans one 
solution atn.moniaq.ue. Dans le cas d'ARN, bars permet e 

30 les 2 t O-siiyholigorii>oaucMotldes et de minimiser la desilyLation, TARN 
natif n'etam pas stable en conditions basiques.. La solution 
ammoniaque/ethauol contenarn f oligoribonucieoddc passe en phase 
liquids e t > ven r rt ! * sts >ress 

des groupetaents $Uyt se fait en presence de fluorure de 

35 tetrabu-ylammonium ffBAr} a temperature ambiante pendant seize 
heures- Le TBAF est easuite neutralise par du TEAA (acetate de trlethy! 
ammonium}. 
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11 exists egaiement d'autres methodes, en particutier la methods 
dite aux phosphotnestep methods aux phosphodiesters* methods des lb 
phosphonates tx> en fin, methods des phosphites, 

Un support solids utdisabie pour hi syr.nhese automatizes des 
S oligonucleotides, doit repondre aux eararteristiques sujvantes ; 

1) le support soilde doit reagh selectiveraeot avec rextremite 3' 
ibnaiormahsee du nucleotide novamment du type \ i b amidst! H- 
phosph a * s t , >u avec tout 

autre > s v utilises; 

10 2) la liaison support-oiigonucleodde doit etre stable dans ies condksous 
de la synthese : et 

3) la liaison supporooiigonueleotide doit pouvolr etre hydrolysee en fin 
de synthese dans Ies conditions de retape de deprotection de 
^oligonucleotide, et 

15 4} le lien covalent encre support et oligonucleotide doit etre tel. que, Ior$ 
du decrochage, V oligonucleotide libere mix de type natif, e'est-a-dire 
que la function hydroxyle 3' terminaie est Hbre ou ne ports pas d*> 
resfciu Issu de la synthase. 

De nombreux supports oat defa ec£ decries dans la literature pour la 
2D synthese en phase soMde d*cdigomsdeotide$* 

Ges supports peuvent etre constkues de poiymeres organiques teis 
que polystyrene (Nucleic A. Res. 1980, volume 8), la polyacryiami.de 
acryloylmorahobde, le polydimethylacryianiide polymerise sur Rieselfahr 
(Nucleic Ac. Res, 9(7} 1691 (1980)}, 
25 D'autres supports deerks sontde nature inorgo-nque, en particulier 

a base de since fonetionnalise par mi radical hydo .arbone portaot un 
groupe NH2 et/ou COOH (JAM. Cfaem,, 105, 661 (1983), on le support a base 
do sthre ft ! v par un groupement $ amor >x> silage 

dost 1 'utilisation en symhese phosphite et phosphoraroidke pour la 
30 preparation d'oiigonucleotides a etc decrite pour la premiere fens dans le 
brevet our op eon n* 0035719. 

Cependant, cos supports one. des defauts sigoificatds • us ne sum pas 
universels et ne peuvent etre utilises en synthese d'oligosiudeotkle 
qu'aprCs une preparation prealabfe de knars derives de nucleosides 
35 c-rre$ponrfants, par exemple, CPG-A, CPG-G, CFS-T, CPG-C ou CPG-dA, CFG- 
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dG ; CPG-dU, CPG~d€; la preparation de ces derives impilqnant egaleraent 
u»e preparation prealable du 3 > -p-nitrophenyi -succinate-n ur ieoside qui 
demands plus de temps et des deperues Importames de reactif. 

Afin de remplir les quatre conditions decrites ci-des-sus, et 
5 notamment la derniere, les supports aetueliement utilises soot lies au 
premier ribonudeoside. ou desoxynbonudeoside de la sequence a 
synthefiser. eomme raj ^ s a id - der, i; n'y a pas ds 

groupe phosphate entre Pextremde 3' (ou 5'} du premier nucleotide ou 
nucleoside et le polymers fonctionnaHse. Poor demurrer la syn these., 
10 I'operateur doit done choisir parmi des supports repondant ea general a 
«ue formal© c.omme suit : 
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dans laqueile i 

20 - A es ^ ->n~e v dt < 1 -■ x < ^ s i ,< ^ ^-vt 

hydroxy!© eventuellement protege (ribormdeoside), 

- B est tt«e base purique ou pMmidique dent la function amide 

Ikn e est ventw .cnent protegee. Ces agents protecteurs, en 
general benzoyl© ou IsobutyryL aidant en outre a leur soiubilisatien 
25 dans les solvents organlquss utilises au cours de la synthese, 

- C est I© groupement protecteuf iransitoire usual de la function 5 ! 
terminals, en general du type trityte telle que dtaethoxytntyle, 

- P est le support solid© coustitue par un polymers mineral ou organique 
relie dlrectemem a 1'exfremite 3% eventueliemem substitue par un 

30 radical de hydrocarbon© divalent relie par un den ester en 3' du 

Un but de la present© Invention est cle fours ir un precede de 
synthase d'ollgonueieotfdes en phase solide, plus paulcullerenient un 
precede en synthase automatique, dans lequei on utilise un support dit 
35 ^uuiversel'd On emend lei par "support unlversel" un support solid© que 
Fon pent utiliser quel que sod le pramwf nucleotide de TARN ou i'ADN a 
synthetiser quel qu^ suit !e type de reactif monomer© utilise pendant la 
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synthase, e ! est~a-dire quel que soit le type be substitution snr le 
groupemem. phosphate en 3', ou en 5 ! seion que I'on fast la synthase dans 
Is sens $'~>3* ou3' -> 5*. 

Un amre but de la preserve invention est de pouvoir utiiiser ce 
5 "support universe!" dans un px a mohquant lex memes conditions 
reacdoonelies que les syntheses automahsees en phase solide. 

En partieuiler, us hut de k presence invention est que le reactif 
■sonomert sen ^n i a roc her i pren r ma id \ pert s bide 

soit un reactif monomere i.dentiqae au reactif monomere servant a 
10 accrocher les autres nucleotides de la sequence pendant la synthase, 
notarnment en re qui. concerne la protection en y et en 3', 

Un autre but est egaleuient que k support solide soit conforms aux 
quaere caracteristiqnes tnendonnees cbdessus. 

En partknlier, une difficulte dans ie but que vise a acteindre la 
IS presents Invention, tient eri ce que le premier nucleotide que Von 
lntrodu.it comporce un groupe phosphate en 3' ou $' qui doit pouvoir, apres 
clivage entre le support et bohgonndeodde dans ies conditions usuelks 
dedeprotection en milieu basique, en fin de synthase, UMrer une 
extremite 3' ou 5* OH, suivaat le cas. 
20 Reaiiser un support tel dniversel etait, Jusqu'a auiourd'bub 

considere comme Inconcevabie, a cause de i'lncompatibiiite apparente 
entre la necasslte de synthesiser un oligonucleotide 3' OH, par exempie, et 
Tutllkation dlrecte de$ ia premiere base d ! un reactif identique aux 
\ - ! ores usuels porteurs d f un groupemem phosphate en 
25 position 3' terminate. 

Selon la presente invention, on a rSussi a fonctionnaiiser le 
pdlynt^re du support solide avee un radical hydrocarbone component un 
groupe reactif tel Que ; 

1} le groupe putsse etre couple a une exiramite 3' ou 5' protegee das 
30 teaches monomeres, dans les memes conditions que son? coupiees 
baxtremite 3' ou S' da nucleotide terminal do la chains de|a symhehsee 
av* bextrem respeeth unent S s ou 3 s du rea til u- nam ssre sui tit 
accrocher, et 

2) le clivage final du lien covaknt entre le support solide et 
35 FoUgonudeotide, via ce groupe, se basse dans les conditions be ia 
deprotection finale d« i^Bgonudeotide, et 
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3} la foacnon hydroxy!;; a i'sxvreinite. 3' ou 5* terminate puisse etre lihrs 
ou, plus generaiement, que H groupe phosphate terminal du premier 
nucleotide reste sur is support, 

On obcient i ,H universaiite w des supports en phase solide seloo ia 
5 n t r s s ! < t | " i v m 

on organique avec un radical hydrocarbon e component des groupes du 
type glycol dans tesqueb un groupe OH et tm groupe nocieophile $e 
trouvent en position vlcmale, cdest-dedirs sur deux carbon es adiaeems, a 
i'extremite du radical hydrocarbons, ces deux carbones pouvant etre 
10 ^ no Uemem a - anes par des groupes inertes. 

On emend id par *g.roupe isene* un groupe qui ne rdagit pas da»$ 
les conditions rencon trees lots des difiereanes etapes de la synthase sur 
support solids d'acides nudekmes selon Pmveiition, 

la presence invention a done pour objet an proeece de preparation 
IS d'aeldes nueieiques par synthase stir support sohde, caracterise en ce 
niton, utilise comme support solids nn polymere mineral ou orgaaique 
telle par un radical hydrocarbone divalent k un groupe epoxyde ou un 
groupe du type glycol, ce dernier consistent m deux carbones satures 
adjacents sur lesquels se trouvent sabstitues respeetivemem un groupe OH 
W et un groupe nucleophile. 

De facon avautageuse. l'accrochage du premier nucleotide sur le 
support soiide se fait dans les memes conditions et avec le meme reacts? 
monomere que pour la condensation du deuxieme nucleotide avec le 
premier nucleotide lie au support, qui peuvent etre les conditions et 
25 reactifs monomeres eonventionnels utilises lors de ia. synthese decides 
nueieiques sur support soiide, tedit premier nucleotide rorrespoudam an 
premier nucleotide de la. sequence dudit acide nuclelque, 

Dans un mode de realisation partkulier, le precede de invention 
comprend les stapes suivantes de : 
30 1} condensation du groupe OH en 5' oa 3' du premier nucleotide ou dam 
oligonucleotide rede a son autre extremlte 3' ou 5' au dit support 
solide, a raids dam agent he coupiage, avae ie groupement phosphate 
eventueiiement subsided respectivement en position 3' ou 5' d'un 
reactlf monomers tru - tid ae pro? ge en et 5' ; 
35 2) oxydation ou sulfuration du lien intenrucleotidique du type phosphite 
>bt :n i tape 1 en s n ien ph >sphate - *ps t ^ >mer 
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3} deprotection de Pextremil '■ -u :h-0 du produit obtenu a I'etnpe 2} ; 
4} repetition des etapes .1) a 3) autant de ibis que de nucleotides a ajouter 
pour synthetiser backle nudei.que, 

Pius precisement, ie precede peut comprendre ies Stapes suiv antes 

5 de : 

1} condensation a I'aide d'un agent de couplage dudit groups OH dudit 
groups de type glycol du support soMe avec un groupe phosphate on 
phosphite eventueilexnent subsume en position 3 s on $' d'un reaetif 
monomcre nucleotidique protege en S'-O et 3-0 ; 
10 2) oxydation ou saturation du hen covaient du type phosphite entre le 
support solids et ie premier nucleotide obtenu a bstape 1} ; 

3) deprotection de i'extremite 5-0 ou 3 s -€) dn produit obtenu a betape 2) ; 

4) condensation du groupe S ? 0H ou 3t>H du produit obtenu a I'etape 3) 
avec Ie groupe phosphate, phosphorothioate ou phosphite 

IS iventueiiement substitue en position 3* ou 5* d'un reactif monomere 

tmeieo&dlque protege en S'*0 ou 3*-0 respect! vement, a i'alde dudit 
agent de couplage, dans ies metnes conditions que fetape l); 
5} oxydation on saturation du lieu interaucleotidioue du type phosphite 
phosphite resultant de t'etape precedents en un lieu du type 
20 phosphate ou phosphorothiate respectlvememt .:; 

6} deproteetionde I'exiremite S'-O ou 3'«0 du produit obtenu a betape 5} ; 
7) repetition des etapes (4), (5), et (6) autant de fols one de nucleotides -ft. 
ajouter pour obtenir baeide nucleique a preparer. 

ies etapes cbdessus eemduisent a un oligonucleotide reiie au 
25 support solide. De facoit appropriee, Ie precede selon invention comporte 
une etape finale de decrochage de bacide nucleique du support et 
Elimination des groupes proteeteurs des bases et, le cas echeant, des 
positions T-0 de haefde nueleioue, 

Dans ies techniques anterieures ou le support solide est deja reiie a 
30 un premier nucleoside correxpondant au premier nucleotide de la 
sequence t prepares ivam le , nm n em en des ycles h synthese, 
ledit support comporte en general one protection en 5 s ou 3' dudit 
nucleoside. Dans ce cas, le cycle de syn these commence par une etape de 
deprotection en milieu acide, en general une dt - m u avec du TPA, 
35 DCA on TCA dans du dichlorometbaae. 



wo 9smm 



s. * presume invention, ie precede pem egakmenr comxnencer 
par one etape de deprotecnon et Von pent aiors utfsiser comme support 
solide initial un support scion Lluveodon comportant un groupe epoxyde. 

Le precede selon Hnveniion comprend alers one etape preaiable 
5 d'ouverrure dudit groupe epoxyde dudit support solide, en milieu anhydre 
et ackle, dans ks conditions usueilas de deprotection des groupes OH en 5' 
ou 3' pour dormer ledit groupe du type glycol de support solide. 

La preseme invention a egelemenr pour objet des composes de 
formules sun-antes et leur utilisation a litre de support solide dans un 
10 precede de synthase d'acides nudeiques scion i Invention : 
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dans ksquds : 

- 1'uu de R.i, Wi* Wis %2 et E'? represents un poiymere mineral ou 
orgaalque • P ou un radical, hydrocarbon© subsume par un poiymere 
mineral ou org am qua, et 

30 les autres representee R, ou un groupe inerte tei qidun groupe alky! 
e-ventuelleisent substitue, notauimeni par un cm plusieurs haiogeneis), 

- Nu est un groupe nucjeophile tel que NHz> -O-Aik, -NHA!k, -N(Aikh, 
-NHAc. -OAc, -S-Ac, -S-Aik, Balogene ; les groupes Aik et Ac etam des 
groupes alkyk et acyle respectivemeni en C > a C? ; de preference C t a C 4 

35 eve.ntue.Ller.nent substitues, notamment par un ou plusieurs halogene(s), 



wo mmm*? 



FCT/FEM/06S42 



On cite plus panicuiierement les composes pour issqueis Nu est 
-N(Alk)2, -NHAe, -OAe, -SAc et un halog&xe. 

Dans un mode de realisation appropriee, lead support solids 
rep rend Tune des for mules : 



S 

Nu OK 



i K 2 



15 



PB 

~ch (Ila) 
k 



dans lesqueiies R|, R 2 , Nu oat les significations donnees preeedemmenL 

Plus simpiement encore, fedit compose repond a rune des fonnnles : 

Nu 

^eh — >m 2 mm 

*f 

Rl _ m C CHs «'&}, ou 

Ri — C 0~~CH 2 CK 2 (OH) (Mb) 

0 

Selon one variame de realisation, Rj et Eg ou E*i et RS foment 
ensemble un cycle, notamment em hetsroeyela, sur lequel sa trouve 
substkue ]e polymers. 

En partfcutter. U est possible que {R t et R?) ou (Ro et R 2 ) torment 
ensemble un ribose et Nu represents la fraction 2'~Q protege par un 
groups proteeieur tet que Nu represents par example €}%- t~a 

De facon appropriee, dans ie procede ds syn these decides 
nudelqnes selon Rinveudon, : tedit support soiide est constitue par un 
compose (IK MoK (lb), ill), (Ha), (lib) ou (I'} et U'b) selon Ftavemton. 
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10 

Selon ks variantes Its plus CQaramment utUisees, Jedit reactif 
monomere rmdeotidique repond a la foronde ; 



5 



10 




(III) 



dans laqueile : 

- A represents H ou un groupemeat hydroxy!* evemuellement protege, 

- 8 est use base purique o« pvnmldique dom la foneticm amine 
15 exoeyeMque est sventueliement protegee, 

~ C est un groupe proiei't.eur convernionnel de ia foncdon 5 '-OH, 

- -x» Oou 1 avec 

a) iorsquex« I : 

• Bj represents K et R 4 represente un atome d'oxygene ehargi 
20 negadvement, ou 

« R3 est an atome d 'oxygens et R 4 represents salt un atome 

d'oxygene, soit. un atome d'oxygene porteur d'un groupe 

proteeteur, et 

b) lotsque x - 0, R3 est un atome d'oxygene porteur 4'ua groupe 
25 protecteur et '84 est sod un halogime, sod un groupe amine, disubstitue. 

- Lorsque x est egal a 1, R3 est un atome d'oxygene et II4 esc un atome 
d'oxygene, d s'agk alors de la method* dite aux phosphodiesters, 
lorsque E 4 est »n atome d'oxygene porteur d'un groupemem 

30 - lorsque x est egal I, R3 est un atome d'hydrogene et R 4 est un atome 
d'hydrogene et R4 est un atom* d'oxygene charge negativemerd; il 
s'aglt alors de la method© dite mx H-phosphospfeonates, et 



11 

- Lorsque x est egai a 0* R 3 est on atome d'oxygede porteur d'un 
groupement protecteur et R 4 es; son un halogens, .0. s'agit alors de la 
methods dite des phosphites op lorsque R 4 est on groupe partam du 
type amine disubstitue, U s'agit alors de la methods dlte des 
5 phosphoramidites. 

Us reactifs-supports de formate I, F et II seloo la presence 
invention teaglssent avec les reactifs moaom&res ill usuels, dam les 
conditions usuelles de condensation en milieu aeide dans las m&hodes d« 
synthase d'acides nucleiqnes sur support solide, selon le schema sutvam : 
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Dans Im formates Hi et IV, P, A, 8, C, D, R 3 , R 4 et x orit des 
30 signlficati ms donn emment. 

En outre, dans les conditions de Tatape decrochage et de-protection 
finale, qui a lieu apres la derniere etape d'oxydation, ! 'oligonucleotide 
synthetase est separe du support, de telle sorts que le groupe phosphate en 
<3* ou 5') rests relis au support. Dans le cas d'uoe synthase dans le sens 
35 3'~>5\ le schema reactionnel ci-dessous iliustre cette derniere etape, 
iorsquoB utilise le support soiide de la formula i ou P; 
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10 




Dans !e$ composes (V) et (VI), D represent an oligonucleotide f ies 
autres parametres ont les valeors dosnees preced«mment 
.15 Cette reaction a lieu en milieu faiblement bassque et conduit a ttne 

cyclisation en OS par ^-elimination, 

ies composes de formute <H) correspondent eft fait a des composes 
de formttle (!) dans lesqueis le groupe Nu comporte le polymere daps la 
m€Sttf e ou le groupe R jCOO est un groupe nudeopMIe, Lorsqu'on utilise 
m le support soMe de fcnaufe It on. a. done h schema suivsaat -.? 




H. ; C0cO 

3S 



Dans ce schtea, le polymere peat se trouver dans R 2 , c'est-*-dire 
subsume sur le cyeie phosphate ou dans R T , 
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A litre de poiymere, on eke ks materiaux co.nsntues mlcrobfMes 
est! mkrofibres de verrs, noiammest poreux, de since, d'oxydes 
metalKques. ou de poly meres orgamques, notamment de b cellulose, ou du 
polystyrene eventueilernent substitue, 
5 De preference, k polym "e est un polymers mineral constitue a 

bsse de verre ou de saike, notaaament un gel de stlke. 

ies composes de formulas (I). {!'} et {11} peuvent. etre prepares par 
des precedes coanus de. I'homme de dart et a Ikkk de reactifs disponibks. 

o r i .i t, 1 > t ! o < , v ok o ,j 
ID prepares a pardr d'«n poiymere foncttonnalke par un groupe COOK ou 
MB? que Von fait reagir de fa<?on eonnae sar la fonctioo X » NH 2 ouCOOH 
terminal respectkemeat d'un compost 
Nu ch 
la R » I ^ c ou 

- IM grouper Nu et OH som ex'entueJlemeat proteges par des groupes 
protecteurs ; 

- R est un rests dlvakat d'un radical hydroearboue eel que Rj « 0* R- , 
20 On etablit ainsi ua lien amide. Siea enteadu> dans ie schema ci-dessus, 

X - R peut tout aussi bien etre substime a Rk 

ies composes de formules (F) et 01) peuvent aussi etre 
preparesselon ce meme type de reaction a pardr de{?)~ NH 2 et d'uu 
compose oa X - R est substitue a R\ f R't ou R"= dans ksdites forrnuks, 
25 Les composes de formates if) peaveat aussi etre prepares a partir 

ai 

®- Ri - KHj e? de R^~pC — c c — Rk 

HGCO Rk 
30 iorsque ie support sonde est represents par la fo.nou.le {I}, 11 peut 

is en ^ o> i - <r * i n - ^ . \ 4 >s >^ « ^ de 
formula 
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en milieu a.nhydte, acide ou basique seion isn mecanisme de substitution 
re&pectivement SNi ou SN 2i en presence do HNu dans le milieu ou Ho 
represente tedit groups uecieopMie, 

Lorsque le support solsde est represente par la formuie (lis avec F 
5 comprls dans Rj , U peut lire prep-are a partir d'xrn polymers; 
fonctionnabse par one fonctlon car boxy le (ce type de polymere est 
disponibie dans le commerce } selon le schema suivant : 



dims des conditions iliustrees a !■ exempt© 6» 

Lorsque le polymere mineral constiiue de silice,. on peut faire 
reagir les groupes Si - OH de celui- ci avec des composes 



R s est tel que 0- Si - R' - represents R { dans des conditions copnuas de 
Fhomsie tie Tart par exempt a 30*C tet qu'Otustre a i'exemple l t le 
compose (I) est ©btenu 4 travers le traitement de la surface de la phase 

3D solide par !e glycudiloxypropyl-vimethoxysilane a 10% dans one solution 
J'jrousr.triie ou par un autre reactif contenant un epoxyde, suivi par one 
©uverture du cycle epoxyde dans des conditions eontrdtees. 

Les avantages d'un $«ppoft sollde selon I'lnvention et son 
utilisation dans le precede de synthese d'aeides nucieiqis.es, no tarn meat 

25 automatique, sont multiples i 

- sa fabrication est extreniement simple oompaxee aax supports usuels: 

- sa capactte en moles par gramme est identique a celle des supports 
ciassiques; 

- >cn principe est applicable a tons le ypes de ma < ria ix mill - irn 
30 support SOlide (CPG phases meriqu n manes 

- les pannnerres de la. synthese ^'oligonucleotides oe sont pas modifies, 
le support est compatible avec tons les synthetiseurs; 



10 



{gH~ am* 




is 



{CH3O3 - Si - R'— 0 
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- i'etape <ie deptotection daits un precede de synthase d'ADN ou d'ARN est 
effeetoee dans ies semes conditions que pour un support classique; 

- ii n'y a aucaae etape supplernentaire pour I'utUisacear du support 
universe! dans un precede de synthase d'ADN ou d'AKN; 

5 - surtout, ie support petit etre explode pour !a fabrication des 
oligonucleotides modifies a Fextremite 3' terminate en utilisam 
direct ement, au premier cycle, ies raonoxneres correspondent a la 
nature de la modification souh&ltee; 

- Ie fait d 'avoir un seul support a fabriquer entrains uae simplification 
10 et one diminution sensible du coot de la synthase des oligonucleotides; 

- ie support universe! simplifie consid ten? i gestiort des 
differents raacteurs actaeUeateat necessaires pour la synthase des 
oligonucleotides; 

- enfin, ie support universe! permet de eoneevoir un systeme de 
13 synthase mult :reac tears- cousid£rabiement simph'fie par 

inndependance de chaque reaeiaur vis-a-vis de la sequence a 
synthetiser. 

la formate generate saivaate iflustre des composes supports soikles 
selon ilavention i 

20 A 

(F) - (>Si- (CH<}rCH"Cisv-yd Cfb-Cd-CH 2-0) 5 dC-CH2-CH? } m ~{ CH~CH 2 ) n (VH) 
\ 0 / j( x % COCHj-CHrOH 

dans iaquelle 0- est un materiau constitue de microbilles ou micro-fibres 
25 de verre, de silica, d'oxydes raetaihques, de cellulose, ou de polyraeres 
orgat5iqx5.es tels que ie polystyrene, et dans Iaquelle; 
k est un notabre easier pouvaar varier de 1 a 20 
I est un nombre sutler poavam varier de 0 a I 
m est un nombre eatier ponvant varier de 0 a ! 
30 n est un nomhre entier pouvant varier de 0 a 100 

X represents -H t -N(Aik) > ( -HHAcyl, -OAcyh -SAcyi, dial, 
y represente -H, -ou, -0-, -NHAtk, ~S~, ^~Q~ 

D'autres caracteristiques et avantages de la presence invention 
3S apparaltront a la lumiere des examples qui voat sulvre, 
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Dans ies exempl.es 1 a 6 qui suivem, on a utilise un syntheuseur 
APPLIED BiGSYSTEM 394*, La merhode udlisee est la methode aox 
phosphoramjdhes. 

L'ekmgaiion s'effectue dans le sens 3'->5' a p&nir du premier 
5 nucleoside fixe sur !e support, Un cycle de synthase, correspondant k 
Paddition d'un nucleotide, comprend egalemem trois etapes ; deblocage, 
couplage et oxydation, tors de I'etape de deblocage |ou detritykxionl, 
1 'hydroxy! 5' Terminal do roligoriucieoo.de en cours de synthese protege 
par k gt ipi Dmtr est dep.? egs sous Taction d« 'acide i c&lquc 
IS (TCA). Le cation trkyl aiasi Hbere presence, en conditions acides, one 
absorption a 498 nm, ce qui permet son dosage et Pestimation du 
rendement de la reaction. Au cours de Pet-ape de condensation, !e 
grouperaem posphoramidite du reactif monomers, dellvre -en large exees, 
est active par k tetraxok et reagit avec i'hydroxyle 5' terminal libre pour 
IS former une liaison intemucieotidique de type phosphite 

Le phosphite (trtvalem} instable est ensuste oxyde en 
phosphotnester (pentavalent) en presence d'eau et diode. 

Le rendement de couplage est de 9? a 99%, il est necessaire de 
rendre non reaetlfs ks hydroxyles en 5' des oligonucleotides n 'ay ant pas 
20 reagi Cette operation #vite 4'a'llonger ces chahses tronquees au cours des 
cycles $ulva«t$> Cette qustfrierae etape de "capping* consists en une 
acetyjation des hydroxyles en S' par r anhydride acetique et la N« 
methylimidazole. 

Plus precisemem, Ies reaetlfs mis en oeuvre dans les differences 
25 etapes soot les suiva»t$ : 

1) JMMliylMlPO. JL^aMlgg : 

Les formul.es A et 8 ci-apres represented schenranquemem 
respectiventent le nucleoside attache au support et le reactif monomere 
phosphoroamidite avec 
30 Ri « Ri - ■cumin 

R 3 - <CUzh - C3K 
Le schema I represente la detrytylation. 
Le schema 2 represents !a condensation. 
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Nucleoside attach^ m support ? Riosphoraaiidits ; 
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Activation do 

ShOSShorsrrsidite 

par it titmois 
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Schema 4 



SAMPLE I 



20' On verse Ig <ie poudre de verre poreux <CPG G0350C*: f; CPG inc. 

USA)dam S ml d'une solution do 3-glycidiioxypropyS- 
trixnethoxysilane 

/°\ 

CCMe-Qb -Si - {CH 2 } 3 - O ~ CH2 - CH 2 j a 10% dans I' acetonitriie, on iaisse 
25 reposer 30 minutes a une temperature de SO'C, emuite on separe par 
nitration le support et on le lave avec acexomtrile (5 mi x 3} et on le seche 
sous vide, 

• ©n definxt le aombre de groupes oxy, apres Fouvermre do cycle 
epoxide grace a la reaction <ta chlorure do dimsthoxytrityl dans la 
30 pyridine suivi de la mesure spectrophotomernqne d'absorptiondu cation 
triryle dans le melange d'acide percMorique et d'etaanol a 495 nm. On 
obtsent une capaate de SO- .100 mkxomoie pour 1 g de support. 

EPMH.E 2 

35 

On remplitte reaetenr avec I mg de support, obtenu a Fexemple I, 
on synthetise i'cUgonudeotide d(ATGC) par la methods standard aux 
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phosplxoramidiuss rappelee Ci-dessus <■ uns premiere t sp« dans !es 
conditions de la detrytylation qui ouvre ie cycle epoxyde. Apres la 
synthase, on chauffe roligo-CPG uoe heare a ].00°C dans 30 microUtres de 
solution aqucusc eoneentree d^mmonlaque, A des fins d'analysa, on 
5 eieodde. dont ie den < , ^ n > C i- 

apres abrege ON-trivyla a Oaide de I'M PLC dans ime colonic a phase 
inverses. On obtient environ 90% d'oHgonudeodde ONoruyle, 

10 

On a realise la synthase de Pevtmpk 2 avec to « synthesa d(AGTC) 
par la met bode des H-Phosphonates. 

En ce qui concerns k synthase dynigodeoxyaudeotides par la 
methods des H'F'hosp'honates, on utilise 
15 - le<< monomeres *. 

- ie principe de la symhese est Memtque a eeM de la methode des 
phosphor amsdstes k quelques differences pres : 

♦ idgent deactivation utilise est $oh le chlorure d'adamantoyle, soft k 
•chiorure de pivaioyl, 
20 * ^ i > csap- a \ an •> . -~ i o „ ; ;rt ^ la wetf e^e 

- la de-protection s'effectue dans ks mem as conditions que pour ks 
pbosp boramidites. 

HXSMPtE 4 

25 

On a realise la synthase avec ie meme support qtra Pexempk 2 avec 
une synthase de AGTC en serie AEJC 

En ce qui concerns la synthase des oiigoribon udeoddes (ARM) ies 
nionomeres sont de type 5 ~ O - Diniethoxytrnyy:yy> 
30 ikyanoethoxydiisopropylatTSinophosphine^'-O-Terdobuty!- 
djmethyisilyhnucleosides (formuie IU avec A - Tertiooutyf- 
dlmethyisily!}. 

, < 1 oo<- e n e ' v - a » 3 n< 

- M essit one eta \ ? fair 
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Cm. lave Se support obtenu a Pexempie I dans le reacteur avec une 
solution HCI a 1% de dichlororcetbiuus. On obnem un -support du type 
5 glycol avec Hu - CI et on fait la synthase, toujours dans l«s conditions 
Standard* de la methods m phosphoroaraidite, Le traiieruem et le 
deerochage de ^'oligonucleotide se fait comma a i ! exempts 2. On obtient 
environ 90% ^oligonucleotide ON-triry.le. 

io nxHMFie fi 

On tralte uns membrane sous forme de disque en fibre de verre 
(0 4,7 cm, 1 g, f. WATMANy® comme dans I'exomple t> 

On obtient un support d'une eapacite de 20 emotes de gronpes oxy 
15 pour lg de support. 

Du disque obtenu k I'exempie 4, on decoupe un disque (0 4 mm,. 
24') I m) et on realise la symsese, le traitsment et le deroehage des 
oligonucleotides d(AGTC) se fait comme a Fexemple 3, 

On obtient pas motes de 90% d'oUgonudeotide ON-trityie, 

25 

On tralte I g du support, contenant un car boxy met hyie CFG CMl* 
003 50C (CPG INC) avec 5 ml de la solution d'oxyde d'ethyiene a 10% de 
dicMoromethane a une temperature de 50X pendant une heme. On isole 
le support par filtration, on le lave avec du dicMoromethane et on le 
30 seche sous vide, 

On obtient un support d'une eapacite" de 50O00 ^unole de grouped 
oxy pour 1 g de support. 
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R KYKND iC ATI ONS 

.L Precede de preparation d'un d'acide nudeique par synthase sur 
support soisde, caracterise en ce qu'on utilise comme support sonde un 
5 polymere mineral ou organique rede par un radical hydrocarbon© 
divalent a un groups epoxyde ou un groups du type glycol ce dernier 
consistent en deux carbon es saiuras adjacent* sur iasquels se trouvsnt 
substitues respectivement un groupe OK et un groupe nucieophile. 

10 2. Precede seloa !a revindication i caracterise en ce que 

\ ac(.rc f ha 30 du premier r t totd* le t ^H^ ot i dans les 

m shoes conditions et avec 1e moms reactif monomers que pour la 
condensation du deuxieme nucleotide avec k premier nucleotide lie au 
support, qui peuvent etre les conditions et reactif monomers 

IS ccmventionnels utilises tors do la synthese d'acides nucleiques sur 
support solids, ledlt premier nucleotide correspondent au premier 
nucleotide de la sequence dudit adds nud&que. 

3, Precede selon 1'une des revendications I ou 2 caracterise en ce 
20 qu'i! eomprend ies crapes $«iva»te$ de i 

1) condensation du groupe OH en 5' ou 3 ! du premier nucleotide ou d'un 
oligonucleotide relie a son autre extremite 3' ou 5' au dit support 
solid©, a i'akte d'un agent de coupiage, avec le groupenient phosphate 
eventueiiement suhstitue respectivement en position 3' ou S* d'un 

25 reactif monomere nucieotidique protege en 3' et 5' * 

2) * , ■< \ s . ^ v du hen tnternuekctuhque uu i\ o < >s n 
obtenu a 1'etape i) en un lien phosphate ou phosph oroth loate 
respectivement. 

3} t di xtretmte S ^a du produ tenu f.'etape 2} 

30 4} repetition des etapes 1) a 3) autant de fois one de nucleotides a ajooter 
pour synthetiser i'adde rmcieique. 

4. Precede selon 1'une des revindications ! ou 2 caracterise en ce 
qudl compread te$ etapes suivantex de : 



wo mnm 



FCT/FH94/00842 



23 

1) condensation a Paide d'un agent cie couplage dudit groups OH dudit 
groupe de type glycol du support solids avec un. groupe phosphate ou 
5h< si to n; i ilemem subsmue en p siti n 3 .-Jo react!! 
monomere trudeotktique protege en $*~Q et 3"~0: 
5 2) oxydation ou suH'uratioa du Hen covalent du type phosphite emre !e 
support soiide et le premier nucleotide obcenu a i'etape 1} ; 
3} de-protection -.0: bextremite y-O ou 3'~G du prodait obtenu a Petaoe 2) ; 
4) condensation do groupe 5 'OH ou 3 'OH du product obtonu a Petape 3) 
avec le groupe phosphate, phosphorothioate ou phosphite 
10 eventuelkmenf suhstitue en position 3* ou S* d'un reactif monomers 

mieieotkikpae protege en 5*-0 ou 3 ! -0 respeetivernent, a Paide dudit 
agent de coupiage dans tes m£mes conditions que la condensation do 
I'etape 1); 

5} oxydation ou suliuraUon do lieu interaudeotidique do type phosphite 
15 phosphite resultant de i'etape precedents en un lien du type 

p >spha ( pi p i i 

6) deprotection de Fextretnite S'-O ou 3'0 du produit obtenu a I'etape 5) ; 
7; repetition des stapes (4), (So et (6) autam ds fois que de nucleotides a 

aj outer pour obtsnir Facide nucleique a preparer, 

20 

5) Precede selon la revindication 4 caraeterise en ce qu'il comports 
une etape finale de decrochage de Pacide macleique du support et 
elimination des groupes protecteurs des bases et, le cas eeheant, des 
positions T~Q de Pacide nucleique, 

25 

6) P'oceco selon dune des revindications 4 ou 3 caraeterise en ce 
qu'il compren.d une etape preaJahle d'ooverture d'un dit groupe epoxyde 
dudit support soiide, m milieu anhydre et acide dans ies conditions 
usaelies de deprotection des groupes OH m 5' ou 3' pour donner iedit 

.1) groupe du type glycol du support sohde. 



7. Composes cepresent.es par ies fonnules soivantes 
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"N/N./ 2 



■t / H 

J>C_^c'l^Ri (II) f 

' V 



dans lesquelles : 

- fun de Rt, E'l, R*j f R? £t E'j represents un polymers mineral ou 
organique ou un radical hydrocarbons suhstitus par uii polymers 
mineral ou orgatUque, et 

20 les autres sont identiques ou differed ts st representem 
lndepo.ndamm.eat !e$ uns des autre*, H ou un groups inerte tel. qu'un 
gxoupe alky! 4ve»tueilemem snbstitue, notammeat par un ou pkss.ie.nrs 
halogens (s.i, 

- Nn re presume un groups iwcleophik tel que NHj, Halogens, -QAlk, ~ 
25 SAik, -NHAik, ~NHAc f -OAc, -SAc, -N(Alk} 2t ou Alk ec Ac representeut 

respeeuvement un groupe alkyie et acyis, eventusllement subsume 
notamment par ua ou pluskws halogeae(s). 

8) Composes selon la revindication 7 caracterises en cs que Nu 
3(3 represent -N{Alk)j; ; -H'HAc. -OAc> -SAc* un halogens ou Alk st Ac 
reprsseniem respective meat un groups alkyie et acyk en Cj a C* 
eveutoeliement substitue par un ou plusiears .ba)ogens(s). 



9) Composes sslna la revindication 7 ou 8 earacterises en ce que 
3S ledlt support solide repond a I use des formules ; 
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OH 



CH,« — >CH {I raj 

S,— C— 4 It- 



dans lesquelies Ri, R 2 , Nu oat lex significations doan£es dans ta 
revendication 7. 

HI Compose seloa la revindication 9 caract^rise en ce que ledtt 
compose repond a Tune des formulas ; 
Nu 

.CH CHj (QH) (lb), 

Rj C O— Ofe — CHz {Om (Kb) 

0 

11. Compose seioa Tune des revendicatfcms 7 a 9 caracterise en ce 
que (R| et R 2 ) ou (R'i. et R* 2 J formes* ensemble un cycle, aotamment un 
heterocycle, sur ieque! se trfcuve substltue le polymere. 

12. Compose seion la revedicatkwi II earacterise en ce que (R; et R 2 ) 
ou (R'i et R 2 ) formeat ensemble un cycle ribose et Nu represents la 
action 2 '••€) pre < p§ protecteur t ue CI Q 

% 
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13, Precede %&\on Yunc des revendieadons 1 4 6 caraeterise en ce 
que ledit support sonde est consmue par un compose selon l'une des 
reveudicatkms/aiO. 

S 14. Precede selon I'uae des revindications 2 4 6 et 13 caracterise en 

ce que ledit reactif monomere nudeondique rtpond a. la formula : 



10 




dans iaquelk : 

- A represents H on un groupemest hydroxyie eventueilemeat protege, 

- B est une base punque ou pyrimidique dont la fonction amine 
exocyclique est eventuelieraenf protegee, 

m .- £ est un groupe protecteur eonvemionnel de la foaction. 5 'OH, 

- x-Ooulavec 

a) iorsque x » i : 

♦ ^3 represeate K et R4 represents un atome d'oxygene charge 

25 * R3 est un atoms d'oxygeae et R 4 represents soit un atoms 

d'oxygeae, soil us atome d'oxygeae portent d'xxn groupe 

b) Iorsque x « 0, R.? est an atome d'oxygeae porteur d'uu groupe 
protecteur et R4 est soit un halogene, soit ua groupe amine disufastitue. 

30 

15. Precede selon ia revindication 14 caracteh.se en ce qu'U s'agit 
un procede de syatfeese an pposphoramidite dans lequel le reactif 
monomere repond a la formule {01} avec x - 0, R3 est un atome d'oxygeae 
porteur d'un groupe protecteur et 84 .est un groupe amine disa&stitua. 
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16, Precede $s!ob funs dm rev endica dons .1 a 6 et 13 £ 15 
carac tense en ce que le polymers est sous forme de rnicroblHes ou 
microtlbres de verre, notammenv poreux, de sake, d'oxydes metalliques, 
de cellulose ou de polymers organtque, notammsnt de ia cellulose. 

17. Precede selon Fane des revindications 1 a 8 et 13 a 16 
caraetertss en ce que le polymers est un polymers mineral consthue 
notamment a base de verre ou da slliee, 
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